





























第 1章 ポルフイリン金属錯体同定化イオン うと険樹脂のフェノール類、に対する
酸化触媒機能
















第 3章 ホルフィリン金属錯体固定化イオン交換樹脂のウリカ ーゼ様機能と
その分析学的応用
3 -1 緒言 3 5 
3 -2 実験の部 3 6 
3 -3 結果及び考察 3 9 
3 -4 *士口 口三五口 4 9 
第 4章 共鳴ラマンスペクトルによるマンガンホルフィリン錯体固定化樹脂の
ウリカーゼ様機能のメカニズム
4 -1 緒言 -・・. 5 0 
4 -2 実験の部 5 0 
4 -3 結束及び考察 5 2 
4 -4 i小k土口 三口五口 -・・・ 6 0 
第 5章 ポルフィリン金属錯体回定化担体のアス コルビン酸に対する
酸化触媒機能
5 -1 緒言 -・・・ 6 1 
5 -2 実験の部 6 2 
5 -3 結果及び考察 6 6 
5 -4 主小土口 口三五口 ‘ 7 9 
第 61言 ポルフィ リン合同錯体|判定化+It体の アスコルビ ン般オキシダ ーゼ係
機能の分析γ的Jlc';HJ 
緒日



















ゼ)である I0 ) これらは，酵素の触媒様式により，脱水素酵素(デヒドロゲナー
ゼ)型，椴化酵素(オキシダーゼ)型および酸素添加酵素(オキシゲナーゼ)型
の 3タイプに大別される.このうち，デヒドロゲナ ーゼは，補酵素 Aの共存下基
質(S H 2)の脱水素反応を触媒する.このとき，補酵素 (A) はAH 2に還元さ
れ，次に電子伝達系を通じて，最終的に離素を水に還元して元の酸化型にもとる.
また，オキシダーゼは，電子伝達系の代わりに， F A Dのような補酵素または遷
移金属イオンを用いて，酸素分子を 2電子または 4電子還元して，酸化を触媒し
ている .さ らに，オキシゲナーゼは直接基質に酸素を添加する酵素で，モノオキ
シゲナーゼとジオキシゲナーゼが存在することが知られている I1. I Z) 
方，既にSaitoやMifuneらによって，ポルフイリン金属錯体 (M-P)を担持さ
せたイオン交換樹脂 (M-Pr)の 一部が 3 カタラーゼやペルオキシダーゼ様機能を
有し，これらの酵素の代わりに人工固体触媒として，分析学的に利用できること

























リンホルフィ( a ) 
Tetrakis(p-carboxyphenyl)por-(TPPS)， Tetrakis(sulfophenyl)porphine 














( M = Cu2+， Mn3+， Co3+， Fe3+) 


















































I 7， I 8 )や
(2-carboxyphenyl)porphine (M-TCPPr， 
反応を触媒することが知られている--











( b )緩種 j仕
0.2Mfぷ椴ナトリウム O. 2MJ~ 般;j(点ナトリウム級位j液 (pH10) 及び
0.05Mホウ椴ナトリウム -0.05MJぷ酸ナトリウム緩径r?夜 (pH11) を川いた.
1 -2 -3 ホルフィリン金属flL持樹脂の調製
( a ) 金属ボルフノリンの調製
( c )イオン交換樹脂
陰イオン失-換樹脂のアンバーライト IRA-900のri}'!:.は，ふるい分けをした
24-42meshの樹脂を， 1N NaOH，ノ'k， 1N HCl，水の )1自で洗い，この傑作を 3[01 
繰り返し，長終的にアセトンで洗浄後，乾燥させた.また，陽イオン交換樹
脂のMSC-1の再生は， lN HCl， ;j(， 1N NaOH， *の!II員で洗い，以ドIriJ伎の操作
で行なった.
本研究で検討した， M-TPPS， M-TCPP及びM-TMPyPは， Pasternackらの }j法2川
に準じて，次のように合成した.
M -TPPS (M=Coト，Mn :1-， Cu 2 )では， TPPS 100mg， 0.1M CH1COONa 20ml，水
75mlに4x102M MC12 (M=Col守 ，Mn己吻，Cu2-)を5ml加え， 1-21l寺間還流後放冷した.
Fe トーTPPSの場合は， MC 12の代わりに4xl02M FeS04(NH4)2S04・6H205mlを加え 3
6-8時間還流後放冷した.次に，過剰の金属イオンを取り除くため，陽イオン交
換樹脂MSC-10.2gを加え， 350Cで30分間振とう後ろ過し， M-TPPS;j(溶液を得た.
M-TCPP (M=Co'l ，Mn:'-)は， TCPP 100mg， 0.05M Borate buffer(pH 11) 20ml， 
4x10明 Co，MnCl正 5ml，水75mlを1-2時間還流放冷後， M TPPSと同様にして過剰
の金属イオンを陽イオン交換樹脂MSC-1で除き，ろ過して， M-TCPP水溶液を得た.
また， Cu-及びFe-TCPPは， TCPP 100mg， O.05M Borate buffer 20ml， 4x10 2M 
CUCl2 5ml または FeSO~(NH4)~S04 ・ 6HlO 5ml，水75mlを2-4時間還流政冷後，同
様にしてM-TCPP水溶液を得た.
Cu2 -，CO:1'-&びMn:1--Tト1PyPは， TMPyP 100mg，4xl0 LM CU，CO及びMnClz 5ml， 
;j( 90mlを1時間還流後， 0.5M NaZC03 5mlを加え， 1-2時間還流放冷後， TPPSと同
様にして過剰の金属イオンを交換樹脂MSC-lで除き，ろ過して， M-TMPyP水溶液
を得た Fe-TMPyPは， TMPyP 100mg，4xl0 "M FeS04(NH4)“S04.6HzO 5ml， *90 
mlを1時間還流後， 0.5M NazCO， 5mlを加え， 1-2時間還流放冷後，同様にして






tri-methylphenol(TMP) は 7Î 沖製薬製の特級 JII11 をそのまま ~ln 、た.
また， 2，6-di-tert-butyl-l，4-benzoquinone (DBBQ)はAldrich社製を fl}粘
品してから川い，その他のrit莱もすべて特級JIl1をJlil ¥た.
1 -2 -2 装 l']~
吸収スベクトルの測定には，島沖UV-180DOUBLE-BEAM SPECTROPHOTOMETER 
及び島沖 UV-160~{ ['4記分光光度r;t-とlcmのわ英セルを Jj]t ¥た.
pH の沼IjA:，阪とう， f'F~[t 及び還流には，それぞれ， HORIBA pH METER R-8， 
東洋化学産業製 LABSHAKER LS 150F，品作製作所製 AEU-210投び*H:化学rip
業製 HOTTINGSTIRRER CHS-2をJlJt ¥た.
力スクロマトの装同としてぬ ;!t製作所製 GC-6A，キャヒラリーカラムは
Quadorex材製 methylsilicone (OV-l， O.5mmID x 25m， 50m)， methyl 50% 
phenyl silicone (OV-17， O.5mmID x 25m， 50m) を川いた.
高速液体クロマト装 i問は， μ i~ 製作 l祈裂のホンフ LC-6A ，検 11\ 日誌に心 X~1tfl 
折宇dl- RID-6A または UV十~tl¥ i器 SPD6A ，レコ 夕、ー に C-R6ACHROMATOPACを川
いた.力ラムはWaters裂μBondapakC18 (3.9mmID x 300mm)をl[jいた.
GC-MSはVG社製 VG-70 SE~{ (GC: Hewlett Packard 5890U)を) 1 H NMRは
Varian村民 VXR-500~~ を他 IB した.
( b ) 金属ポルフィリン相持樹脂の調製
陰イオン基を有するM-TPPSでは，金属ホルフィリン水溶液のソーレ一倍での
吸光度を測定して濃度を調製した後，樹脂 1g吋たり 5.0xl0 ・molの金属ポルフ
イリンが抑持されるように，陰イオン交換樹脂IRA-900(24""42皿esh)及び金属ポ








































Fig.1-2 Structure of K-TPPSr 
1 -2 -4 触媒活性の評価法と反応 生成物の同定法
( a )評価法
0 
o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 










そこで ，結果及てF考察1 -3 
そのGC-MSを測定したところ，しかも，9 致した.保持時間が中成物(1)と
ー致した .(1)のMSとFig. DBHAの残存率の経時変化を検討した結果を，Co-TPPSrを問いて GCにより，







OV-l，50m，150→2500C (80C 1m in. ) 
12 
(m in) 
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1 -3 -1 
DBHAは 3
した場合，
1 -3 -2 雫適条件の検討










17.7 M-Prを用いて， DBMP及ひDBHAを某質と して，各々2時間または lH与!日i振とうした









60 80 lO 120 140 160 180 20O 220 
m/z Table 1-11 Changed DBHA (見(i n c u ba t e d f 0r 1 h a t 35oc) 
Fig. 1-6 KS of product(l) C 0~ Mn:
l- Fe1- Cu:l令


























大きく影響しているものと考えられる.また， M TCPPrの活什は， M-TPPSrの活 J~t














基質 但持量 添加樹脂量 反応時間 減少率
(μmol/g) (皿g) (h) (% ) 
10 500 2 50 
25 200 2 41 
DBMP 50 100 2 43 
100 50 2 32 
150 33 2 24 
10 500 25 95 
25 200 25 89 
DBP 50 100 25 82 
100 50 25 66 
150 33 25 48 
10 500 94 
25 200 84 
DBHA 50 100 82 
100 50 54 
150 33 39 
( c ) 溶媒の影響





Table l-IV 基質の消失速度定数 K (h 1) 

















































80 10 120 140 
m/z 
Fig.1-9 KS of main product 
Product 












Fig.1-8 HPLC of reaction mixture for TKP in 70~ KeOH 
Co-TPPSr， incubated for 2h at 350C 
































Fig.l-l0 Effect of repeated uses 
2 -2 実験の部
Product(l) of DBHA， concentration xl0 S(mol/l0ml) 
Co-TPPSr， incubated for 2h at 350C 













本章で用いたフェノ ル類、のうち ，3，5-di-tert-butyl-4-hydroxyanisole 
(DBHA)， 2，6-di-tert-butyl-4-methylphenol (DBMP)， 2，6-di-tert-butyl-
pheno 1 (DBP)及び2，4，6-trimethylphenol(TMP)などは，第 l章でぷしたもの
-16 17 
をそのまま用いた. また， 2，6-di-tert-butyl-1，4-benzoquinone (DBBQ)は
Aldrich社製を再結晶してから月jいた.また， 4-methylanisole， 4-tert-
butylphenolは石津製薬製， 4-hydroxyanisole， 3，4-dimethylphenol， 2，6-di-
metylphenol (DMP)， 3，5 di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldehydeは東点化成製
の特級品をそのまま用いた.
なお，本章で使用した主なフエノール類、の構造と略号を， Fig.2-1に不した.
( d ) 
3，3' ，5，5' -tetra-tert-butyldiphenoquinoneは文献 27 )の合成法に従い合成し
たものを，ヘキサンから再結晶して用いた.
2，6-di-tert-butyl-4-hydroxy-4-methyl-2，5-cyclohexadien-l-oneは文献 lIl ) 
の合成法に従い合成したものを，エタノールから再結品して用いた.



















2 -2 -2装 iq
第 1r';iでノJ，;したものを，他川した.
2 -2 -3 ポルフィリン合同知体利払樹脂の調製
第 1f:'~ のん法で調製した.
2 -2 -4 触媒j古川の評価法及ひ反応生成物の同定法
( a ) 評価法














( a ) 酸化を受けないフェノール類
1∞ 






コ 。。 6 12 18 24 30 36 
Reaction time (hr) 
前述したように， Co-， Mn-， Fe-及び Cu-Pr(Pr = TPPSr， TCPPr， TMPyPr) に
ついて検討した結果 ，Co-TPPSrが最も酸化触媒活性が強かったので，以下で は，
主にこれ を用い ，試料に数種のフエ ノール類を選んで ，各試料の減少率や各生成
物の構造などについて検討した.
2 -3 -1 一及び二置換アエノ ール類に対する酸化触媒機能
Co-TPPSrは， 4-methylanisoleや一置換フェノールの4-hydroxyanisole，4-
tert-butylphenolに対しては，酸化触媒機能を 示さなかった .また， てー置換フ
エノール類の 2，3-dimethylphenolも酸化されなかった.
Fig.2-2 Time course for DBP (I.S. DBMP) 
1. s. 
(b ) 2，6-Di-tert-butylphenol (DBP)に対する酸化触媒機能
Co-TPPSr共存下の ，DBPの残存率の経時変化をFig.2-2に示す .評価法の条件
下で， Co-TPPSrをDBPに作用させると，ガスクロマトグラフ(GC)上では， DBP 
は36時間で ほとんど消失する .
そこで， DBPは酸化されていると考え ，17時間振とうした反応液のGCを測定し
た. その結果， Fig.2-3に示すように， GC上にはDBPのピーク (S)以外に， 生成
物のピーク(1)と(2 )が確認できた.
次に，この生成物のGC-MSを測定し，得られた生成物(1)のマススペクト(MS) 






O 4 8 12 16 20 
R. T. (mln) 
Fig. 2-3 GC of reaction mixture for DBP 
Co-TPPSr，incubated for 17h at 350C， OVーし50m，140→26 5 oc( 1OOC /皿in. ) 
-20 - ???? 』
100・
次に， 'L bx.物(2 )は， Fig.2 5にぶしたMSからもわかるように，分子イオンと
思われるピークが408に観測されることから，単なる酸化物ではなく， 2量体化
合物と考えられる.そこで，文献 2i )の方法で推定 2母体化合物を什成し， MSを
測定したところ，標品のMSかヒ ーク (2) のMSと光全にー致することから，この
生成物(2 )は3，3'，5，5' -tetra-tert-butyldiphenoquinoneとIriJ定できた . また，
DBPはオルト位にパルキーな置換基があるため，駿ぷ架橋による 2量体化は起こ
りにくいと与ーえられる.
また，生成物 (1)→(2 ) ，生成物(2 )→(1)の反応を， Co-TPPSrは全く触媒しな
か ったので，生成物(2)はDBPから生成し ，生成物(1)には変化しないことがわか


























t.bu... .A. -' t.bu t-bu、 A .t・bu t.bu 
、~、't" ¥γグ下γF





Fig. 2-4 t.bu t圃buMS of product (1) 





t.bu... A ..t.bu 
t.bu 
t.bu t-bu 










260 280 30 320 340 
m/z 
360 380 40 
Fig. 2-5 MS of product (2) 
Fig. 2-6 Main products for DBP 
Co-TPPSr，incubated at 350C 
-22 - 一 23
(c) 2，6 Dimethylphenol (DMP)に対する般化触媒機能 次に， (1)， (2)及び(3 )のピークを与える生成物を同定するため， GC-MSを測定し，
その結果をFig.2-8に示した. 生成物(1)， (2)及び(3)の各々は， 242， 242及び362

































4 12 20 
(min) 
150 Fig.2-7 GC of reaction mixture for DKP 
ト1n-TPPSr，incubatedfor 24h at 350C， OV-17，25m，200→2 6 5 ( 6 oC/m i n. ) 
Fig.2-8 KS of products (1)，(2) and (3) for D貯
-24 - -25 -
ル類に対する酸化触媒機能〈世換フェノ2 - 3 - 2 オルトーハラ及びパラハラのオルトーオルト，2量体の生成のルートは，一方，
DBP はオルト，バラ位への酸素架橋による 2量体化が考えられるが，3タイフと，
に対する般化触媒機能2，6 Di-tert-butyl-4-methylphenol (DBMP) ( a ) パラパラとパラ位への酸素架橋の 2つの可能性し

































Time course for DBMP 












































Proposed structures of dimer 
OH 
26 





























， ， ? ? ?
(2) 
Ar-H 
86.63(2H) /¥ CH3 81.31(3Hl 
OH 
84.40(IH) 






? 6 ・ 5 6 4 '1 3
PPM 
Fig. 2-11 GC of reaction mixture for DBMP 
C 0 -T P P S r， in c u b a t e d f 0 r 3 ha t35 oC ， 0 V -1 ， 25m， 150→2 5 OOC (8 oC / m i n. ) 
10・ 165 
Fig. 2-13 lH-NKR of product (1) 











140 160 180 2S0 220 240 
m/z 
Fig. 2-12 MS of reaction products (1)，(2) and DBHP 


















49 随 89 le 128 149 16e 189 2O9 包o 249 
m/z 
Fig.2-16 MS of reaction product (4) in CH3CN 
Co-TPPSr，incubated for 20h at 350C， OV-l，25m，150→2500C (8 oC / m i n.) o 2 4 6 8 1012 (min.) 
Fig.2-14 GC of reaction mixture for DBKP in EtOH 
Co-TPPSr，incubated for 6h at 350C， OV-l，25m，150→2 50 oC (8 oC / m i n.) 




E . -' 50 10 150 20 250 
町，/z
Fig.2-15 MS of reaction product (3) in EtOH 
。 OH 0 




CH 11 0 
t-bu\〆~t-bu"u".1 1一一 t-bu¥人 /t-bu
Q J ~…I I t:tUH • fl If 
¥¥4グ lに J
eHO CHi' 'OEt 
(4) (3) 
Fig. 2-17 Main products for DBKP 





















た.キノール体(1)のピークは，ほとんど生成しないで， ( 2 )のメトキシ体の大き
なヒークが観測される.また， Mn-TPPSrを用いた場合には， TMPが多く残存してい
るので，般化触媒活性は弱いが， Co-TPPSrとは異なったルートで般化を触媒して
いると考えられる. (1)， (2)の生成物について， Fig.2-22に示した.
。。10 20 30 40 50 
Reaction time (hr) 
60 
Fig.2-20 Time course for TKP (I.S. DBP) 
TMP 
(1) Co・TPPSr Mn-TPPSr 
? ?






















J 40 60 




4 8 12 (min) 
Fig.2-18 GC of reaction mixture 
for TMP ， Co-TPPSr 
Fig.2-19 GC of reaction mixture 
for TMP ， Mn-TPPSr 





H3C CH3 H3C 
Co-TPPSr 
CH3 
















Uric acid + 2HzO + 02 > Allantoin + HzOz + COz 
uricase 




Uric acid Allantoin 
1 -4 結語
Co-TPPSrやMn-TPPSrは ニー置換及び三 置換フヱノール類の酸化反応をよく触媒す
る.また，酸化生成物が 2や 3量体，キノン体やキノ ール体であることから，ポ
ルフイリン金属錯体担持イオン交換樹脂がフェノール類の酸化触媒機能を持つと
考えられる.















3 -2 実験の部 ( e ) 試料
3 -2 -1 ぷ薬とぷ料






導体 20mgを加え，加温して溶解し， 20mlの治液 C1mg/ml) とした.試料とし
て使用する場合は，これを旧時精製水で希釈して用いた.
その他の試薬はすべて試薬特級品を問いた.




3 -2 -2 装置
第 1 章で /J~ した装置を用いた.
( c ) イオン交 t~ 桔H旨
陰イオン交換樹脂の IRA900や陽イオン交換樹脂のMSC-1は，第 1章の jj法
で再生したものを，そのまま用いた.







3. 10mg/ml AHMT溶 j夜
4-Amino-3-hydorazino-5-mercapto-1，2，4-triazol (AHMT) 19を 0.5N塩般
に溶かし 100皿!とした.
4. o. 75% KI04~容液
KI010.75gとKOH3.3gを精製水に溶かし 100mlと した.
Metal-tetrakis(sulfophenyl)porphine (M-TPPS)， metal-tetrakis( p-
carboxyphenyl)porphine (M-TCPP) 及びmetal-tetrakis(l-methylpyridinium-
4-yl)porphine (M-TMPyP)は，第 1章で示した方法で調製した.
Metal-protoporphyrin (M-PP)は， Pasternackらの方法26 )に準じ，次に不す
M-TPPSなどと同様な方法で合成した. M-PPは， 102M MCl2 20ml， PP 100mg， 
O.05M NaZC01 10ml，水70mlを1-2時間還流後，放冷した. 次いで，過剰の陽イ
オンを除くため，陽イオン交換樹脂 MSC-10.2gを加え ，350Cで30分間振とう後
ろ過し， M-PPの水溶液を得た.なお，この水溶液の吸収スベクトルは文献値 l" ) 
と-致していることを確認した.
陰イオン基を有するM-Pでは，ホルフィリン金属錯体の水溶液100mlに，陰イ








( d ) 試薬溶液
36 
???
3 -2 -4 ウリカーゼ健機能の評価法の検A 3 -3 結果及び考察








3 -3 -1 反応生成物の検討
(a) FAB-MSによる般化物の検討
尿酸溶液をM-Prで処均した場介の生成物を明らかにするために，評価法 1の
尿酸濃度で， Mn-TPPSr邑・を 100倍にして，緩衝液の代わりに水を悶い， 24時間振
とうしたものを試料とした .この&比、j伎のFABMSを測定すると 3 質量数159にア
ラントイン分子にフロトンが付加した [MH] が，また質昆数251に， MH ~ ~こグリセ
リンが付加したと忠われる [M+Gly+H]ー のイオンが観測された . そこで ，標品の
アラントインについても検討したところ，反応液のFAB-MSと同じ位置にピーク
が観測されることより，宅成物はアラントインと確認できる . また ，この場作，
尿酸に対応する 169のイオンが出ないので，尿酸はほとんどアラントインに酸化
されたと判定した . 従って， Mn-TMPyPrは尿酸の再変化を触媒して 3 アラントイ
ンに変換:していることかわかった .
( b ) 酸点と生成するアラントイン及び過酸化水素の検討
次に尿酸が酸化される際の酸素の必要性及びアラントインの生成量について ，
3 -2 -5の検討法を用いて，検討した . 得られた結果をTable3-1に示した .
このTable3-1の数値は，担持樹脂が酸素存在トで分解した尿酸のモル数を 100
とした時の ，無酸素トで分解した尿酸のモル数の比率及び酸素存在下で生成し
たアラントインのモル数の比率 を示している .Table 3-1から もわかるように，
窒素置換した無酸素下では尿酸は酸化 されず，担持樹脂の触媒作用に は酸素が
必要であることがわかる .また ，アラントインを定量した結果 ，尿酸 1分チか
らアラントイン 1分子が生成し ，尿酸が全てアラントインに酸化さ れることが
わかった .






TMPyPr 100rng)J[]えて， 350Cで30分間娠とうし， 上澄j疫の H及光度を測定した.
この場合はMSC-1をfHいて rd]慌に操作したものを対照とした .
3 -2 -5 酸素の影響の検討法
窒素置換により酸素が存.(tしない状態で，尿酸100μgを含む溶液0.1rnlに，緩
衝液(pH11.0)4.0ml及びMn-T肝 yPr20rngを加え， 350Cで15分間振とう後 t治
液の293nrnにおける反応前後での吸光度の減少 を測定して ，尿酸の減少ギ を求め ，
酸素の 必要性 を評価した .
また，上清液0.5rnlに試薬溶液 (7.2N塩般溶液及びdiacetylrnonoxirne-serni-
thiocarbazide溶液の5:1の混液 )3.0rnlを加 え， 沸騰水浴中で20分間加熱し ，冷
後 ， 5 25nrn ~こおける吸光度 を 測定し，検量線よりアラントイン置 を 求め l 0 )尿
酸からアラントインへの変険率 を計算した .





Presence of OL 100 101 
No presence of 02 3 






pHの影響( b ) phenol~peroxidase法 4 8)で過酸化水素を4-aminoantipyrin，しかしながら，
生成が確認できる程度のわずかの量しか検出できなかった.定量 した結果，
ホルフィリン金属錯体固定伯樹脂のウリカ ーゼ様機能に及ぼすpHの影響を検生成した過酸化水素が過酸化水素が生成しているにもかかわらず，これは，
2及び3に示した.Fig.3-1， 討した結果をMn-TMPyPrのカタラーゼ織機能 13 )によって分解されたものと理解できる.

































































Small amount of M-porphyrin was eluted. 
40 
Zn2φ ー
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pH一ー
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Fig.3-2 Effect of pH 









Incubation Temp. oc 
40 30 
Fig.3-4 Effect of incubation temperature 
(A) ・Mn:!+-TPPSr， 0 Cu2今 一 TPPSr，・H2 -TPPSr 
(B)・ Mn:I+-TMpyPr，0 Fe3-ーTMPyPr，口 Zn2+-TMPyPr，・ Hz-TMPyPr
I1 8 9 pH一一』
Fig.3-3 Effect of pH 
• Mn-TMPyPr，ム Co-TMPyPr，口 Fe-TMPyPr，0 Zn-TMPyPr 
-42 - -43 
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Incubation Time， min. ----=0・. 
Fig.3-5 Time courses for M-TPPSr 
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Repeated Time 















Fig.3-7 Effect of repeated time 




20 30 40 
Incubation Time， min. 
Fig.3-6 Time courses for M-TKPyPr，-TCPPr and -PPr 
• Mn-TMpyPr， 0 Fe-TMPyPr，ム Zn-TトiPy P r，" F e -T C P P r ，口 Zn-PPr
10 50 60 
3 - 2 -4の評価法 2に従い，尿酸，キサンチン及びそのN-メチル誘導体を
基質として， Mn-TPPSr及び:Mn-TMPyPrのウリカーゼ様活性を検討した結果を
Table 3-111にノ示した.




般を完全に， 3-メチル及び 9ー メチル以内をはー部を分解し ，これらの化什物に対し






Table 3-111 Uricase-like catalytic activity for uric acid， 
xanthine and their derivatives 
Derivatives Unchanged derivative (見)
Mn-TPPSr Mn-TMPyPr 
Uric acid 。 。
1-Methyluric acid 。 。
3-Methyluric acid 10.8 26.2 
9-Methyluric acid 65.3 41.5 
7-Methyluric acid 99.3 93.1 
1，7-Dimethyluric acid 103.2 98.4 
3，7-Dimethyluric acid 106.2 94.6 
1，3，7-Trimethyluric acid 112.8 95.3 
Xanthine 96.3 92.3 
Hypoxanthine 97.6 96.3 
1，3，9-Trimethylxanthine 101.1 97.7 
:山20 H以N? HN(x~> 
H H 
Uric acid Xanthine Hypoxanthine 
-46 -









Table 3-1V Effect ofaxial ligands 
Final Changed 
Substances concentration(x10 1M) uric acid(見)
(None) 100 100 
pyridine 100 100 
Imidazol 100 96 
Azide 100 99 
Cyanide 100 98 
Oxalate 100 94 
Acetate 100 101 
Lactate 100 96 







uric acid 100μg， Mn-TMpyPr 20mg， pH11， incubated for 10min. at 350C 
concentration of uric acid 1.1 x 10 4M 
-47 -




































Mn 3 +やCo3十を含むポルフィリン金属錯体を担持したイオン交換樹脂の一部は，次のように行った .定量は，











クトル法 (RRS) を用いれば，ポルフイリン金属錯体担持イオン交換樹脂 (M-Pr)
上のポルフィリン金属錯体 (M-P)のみのRRSを符易に測定できるので，樹脂仁の
M-Pの構造などの情報が得られると考えられる.




4 -2 -1 試薬及び試料
( a )ポルフイリン










4 -2 -2 装置
共鳴ラマンスペクトルの測定には，日本分光 L業(株)NR-IOOO型レーザーラマ









Fig.4-1 Rotating cell used for measurement of RRS of M-Pr 
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?ー??? 尿酸存イ主下のMn-TPPSrの共鳴ラマンス ペ クトル(RRS) 
尿酸が完全に酸化された後， Mnl -TPPSに特徴的なバンド (993，1342及び1540
cm 1) は減哀 して Mn1守ーTPPSのバ ン ド (1006，1370及び1564cm1)は強くなって，
Mn2+-TPPSのバンドと置き代わった. Fig.4-3に示すように，スペクトルは最終的










Mn3+-TPPSの水溶液のRRSと全く同じである 32 ) このことより，樹脂上に担持され
たMn3+-TPPSの構造は，水溶液 中での構造と 同 じであることがわかった.観測され
たほとんど 全てのバンドは，構造のよく似た化合物と比較して ~ 3. :1 4¥ ホルフイ
リン環の振動に由来するバンドである.それらをTable4-1にまとめて示した.
Fig.4-2の(B)及び (C) に示すように，尿酸を添加して5分後には， 993，1342 
及び1540cm 1のバンドが新たに観測され，振とう時間につれて，相対強度が強く
なった.これとは対照的に， 1564， 1370及び1006cm 1のバンドの強度は反応の進
行と共に減少した.このことより， Mn:1ふ -TPPSの1564，1370及び1006cm 1のバンド
は，尿酸の酸化と共に，それぞれ1540，1342及び993cm 1のバンドに置き代ったと
考えられる.これは，樹脂上のMnト ーTPPSが， 1540， 1342及び993cm 1のバンドを
示す構造に変化しているためと考えられる.さらに，このように 共鳴ラマンバン
ドが観測されることは，これらのバンドを示す化合物は， Mn 3~ -TPPSのバンド付近
に，レーザーの励起波長で共鳴する吸収帯をもつことを表し，このことは，この
ものがMrいやーTPPSによく似た構造を持っていることを 示 している.
テトラフエ二一ルポルフィン金属錯体のスペクトルの解析から :l~. :1 q 生体の
へムやポルフィリン鉄錯体が示す1560，1370及び1010cm l付近のバンドは，ポル
フィリン環の振動に起肉するバンドであることがわかっている.特に， 1370cm 1 
付近のバンドは oxidationstate marker bandと呼ばれ 3価の鉄が 2価に変わ
ると，低波数側ヘシフトすることが知られている 3b ) これと同じ観点から，
1370cm-1のバンドが1342cm 1にシフトしたことは，尿酸の酸化に伴い，中心金属
のMnが 3価から 2価に還元されたと考えられる.
これを確認するために， sodium dithioniteで化学的にMnを 3価から 2価に還lL
して，得られたMn2+-TPPSrのRRSを測定した Fig.4-2の (D)からわかるように，
993， 1342及び1540cm 1のバンドはMn2 ゐ-TPPSに特徴的なバンドである.すなわち，
尿酸の酸化に伴い，樹脂上に生成するポルフィリン金属錯体は， Mnl'-TPPSである.
ホルフィリン鉄錯体と同じように， Mn-TPPSのMnが 3価から 2価に還冗されると，








1600 1200 800 400 
RAMAN SHIFT (cm-I) 
Fig.4-2 RRS of Mn-TPPSr (476.5nm excitation) 
(A):before addition of uric acid 
(B)，(C):5 and 20 min. after addition of uric acid 
(D):treated with sodium dithionite 
ー 52 -53 -
Mn-TPPSr 
( A) + Uric Acid (20 min，l 












Fig_4-4に (A)尿酸を添加する前のスペクトル， ( B)尿酸を添加してから 10分後
のスペクトル (C)Mn-TMPyPrをsodiumdithioniteで処理して得たMn2 --TMPyPr 
のスペクトルを示す. (A) と(B) を比較すると， ( B)では 1544，1344及び
1000cm-1に新たなバンドが観測され，また，側鎖のN-メチルピリジニウム基の振
動に関係する 1192，1221及び1257cm 1のバン ドの相対強度も大きくなっている.
特に， (A)のMn3 + -TMPyPで1370cm-1に観測されるoxidationstate marker band 
が1344cm 1へと 26cm-1も低波数ヘシフトしており ，Mnの酸化数が変化しているこ





1600 1400 1200 1000 
Icm-I) 
Fig.4-3 RRS of Mn-TPPSr (476.5nm excitation) 
(A):20 min. after addition of uric acid 
(B):treated with air bubbling after addition of uric acid 
(A) 





























































































































































































































3+ Mn-. -TMPyPr 










1600 1400 1200 1000 900 
(cm-I l 
Fig.4-4 RRS of Mn-TMPyPr (476.5nm excitation) 
(A):before addition of uric acid 
(B):10 min. after addition of uric acid 
(C):treated with sodium dithionite 
N - メチル jポ酸存 {t~ ドの Mn-TPPSr の RRS4 -3 -3 これに新たに空( B) 尿般を添加してから 20分後のRRS，(A) 次にFig.4-5に，
JA<般の添加によFig.4-5から[切らかなように，気を吹き込んだ時のRRSをノ示した.
Fig.4-6にRRSを測定し，N-メチル尿酸存在下のMn-TPPSrの変化を見るために，のMn<守 一 TMpyPrに特徴(*印)1345及び1001crn1544， り新たに観測される 1644，
(B) は7-メチ(A) は9-メチル尿酸を添加して 10分後のRRS，部ーを IJ¥した.そのまたは消失した.のように小さくなるか，( B) 空気を吹き込むと的なバンドは，
1489及1342， 1236， (A)に観測される 993，ル尿酸を添加して 10分後のRRSである.lのバンドの相対強度は大き1370及び1015crnMn
3--TMPyPに特徴的な 1568，逆に，
前述したMn-TPPSrをsodiurndithioniteで処理lの(*)印の各バンドは，ぴ1537cm溶液中MnトーTMPyPとなった後 3Mn ~. -Tト1PyP が尿酸の酸化に伴い，くなっており，



















+ 7 -Methyluric 
???
。cid
1370 ( B) ? ? ?
900 1000 1200 f400 1600 1200 1400 1600 1000 
( cm-I) (cm-I) 
(476.5nm excitation) RRS of Kn-TPPSr Fig.4-6 (476.5nm excitation) RRS of Mn-T貯 yPrFig.4-5 
after additon of 9-methyluricacid 






(B):treated with air bubbling after addition of uric acid 
after addition of uric (A) :20 min. 
57 56 
Nーメチル尿酸存在下のMn-TMPyPrのRRS4 -3 -4 表 lドN←メチル誘導体について同線に検討し た結束 をTable4-1に心した .他の
( -)はMn:l+ -TPP Sのバンドのみの(+ )はMn2+-TPPSのバンドが観測されたこと を，
そのRRSを検N-メチル尿酸存伝下の樹脂表面のMn-TMPypの変化を知るために，3メチル及び9-メチル尿般1-メチル，尿酸と同様に，が観測されたことをぷす .
( A)は3-メチル民階を添加して 10分後のス-部を心した .にそのFig.4-7 討し 37-メチル尿酸では還元されない .の添加により Mnは 3価から 2何へ還江されるが，
( B )は7-メチル尿酸を添加して 10分後のスペクトルである .ベケトルで あ り，Mn2+-TPPSのパMn-TPPSrによめ酸化されるものだけに，4-11にぷすように，Table 
?
lの(本)印の各バンドは ，1345及び1544cm1257， 1222， 1192， の1001，(A) ンドが観測 された .
一TMPyPrはMn1 Mn之守一TMPyPrに特徴的なバンドであり ，3 -2に示したように ，尿酸と roJ9-メチル尿酸に対して，3-メチル及びMn-TPPSrは1-メチル，従って，
では( B) しかし ，Mn l +一TMPyPrに還元さ れ る.3-メチル尿酸の酸化に伴って，様の反応機構で酸化触媒機能を示すと考えられる.
一TMPyPrに特徴的 なバンドのみMn3 Mn 2 + -TMP yP rに特徴 的なバンド は観測 され ず，
が観測さ れた .
1，3，9-トリメチル キサンチヒポ キサンチン ，
変化は観測されなかった .
酸化 されない キサンチン ，
ンについても ，
なお ，
acid 3 -Methyluric 十(A) 

















































addition of 7-methyluric 
59 
additon of 3-methyluric 
1200 









一 ;notobserved of Mn 之 ~ -TPPS ， - TMPyP ，
58 
+ ;observed characteristic bands 
他のN-メチル尿酸についても同様に検討 して得られた結果をTable4-11に示し








第 5章 ボル フィリン金属錯体固定化担体のアスコルビン酸
に対する酸化触媒機能
















マンガンホルフイリン(Mn -P r) 担持イオン交換樹脂のウリカーゼ燥機能は， ド
に示すように，尿酸の酸化に伴って，樹脂表面のMn.1~ -PがMn2守 一 Pに還元され，さ
らに空気「↑1の酸素によって ，Mn:3 --Pに酸化されるというサイクルを繰り返すこと
で発現していることがわかった. また， Mn 3 . -P共存下，酸化される尿駿誘導体を
用いた場合も， Mn :l 令 -P→ Mn 2~ -pへの変化は観測されるが，酸化されない尿酸誘導
体を用いた場合は， Mn1 令 ー P→MnZ -Pへの変化は観測されなかった.
Ascorbic acid oxidase 
Ascorbic acid (ASA) Dehydroascorbic 
acid (DHASA) 
H202 + CO2 
1I〉o Fig. 5-1 Oxidative reaction of ASA ノ







O2 in 801n. 
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5 -2 実験の部




陰イオン交換樹脂 (IRA-900，Dowex MSA-1) ，陽イオン交換樹脂 (Dowex
MSC-1)の再坐は， 1 -2 -3で用いた方法で行なった.
( c )ガラスビ ーズ
アミノアシルCPG(CPG INC， Particle Size 200/400mesh) をそのまま用いた.
( d )シリカゲル
リクロゾーブNH2(MERCK， Particle Size 10μ皿)をそ のまま用いた .
( e )緩衝液
o .1M酢酸ナトリウムー O.lN塩酸緩衝液 (pH3) ， O. 1 N酢酸-0.1M酢酸ナ トリ






5 -2 -2 装置





5 -2 -3 ホルフィ リン金岡錆休同定化触媒の調製
( a ) ホルフィリン合同錯休水治液の調製




M-TPPS (M= Znl ， Nil )では， 10 ~ M M(CH1COO)2 (M二 Zn2 ， N i之‘)溶j夜
20ml， TPPS 100mg， 1M CH:lCOONa 溶液5皿1，水75mlを1-2時間還流 し，政冷した.
次いで，過剰の陽イオンを除くため陽イオン交換樹脂 MSC-10.2gを加え， 35 
o Cで30分間振とう後，ろ過し， M-TPPS水溶液を得た.






P 20S L減圧乾燥した後 3 水溶液として用いた.
なお，上記の方法で調製したボルフィリン金属錯体の吸収スペクトルは，文
献値 38 )と a 致した.
( b ) ホルフイリン金属錯体担持イオン交換樹脂の調製
M-TPPSr， M-TCPPr及びM-TMpyPrは，第 1章と同じ方法で調製した.
( c) M-TCPP酸クロ ライドの調製
上述の方法で得たM-TCPPの溶液に，濃塩酸を少量加え， M-TCPP結晶を析出さ
せ，ろ取し，減圧乾燥後，ジオキサン中で過剰の塩化チオニールを加え， 700C 
で2時間加熱慣はんし，減圧濃縮後 3 乾燥させ， M-TCPPの酸クロライ ド(M 
TCPPCl )を合成した.









( a )酸化型アスコルビン酸による評価法 A
o=?っ O EC1 0= C-OH 
HOC O=C O=C 2，4 -Dlni1ro-
同~J M-Pr o-c 」 H20 O-C pheny 1 hydrazine 
HC HC HCOH 
HOCH HOCH HOCH 
CH20H CH20H CH20H 
5 - 2 -4 アスコルビン酸に対する酸化触媒活作の評価法
0.1mgjmlのアスコルビン酸(ASA)溶液2.0mlに，緩衝液(pH4.0) 5.0ml及び




総ASA及び酸化型ASAの定量には，反応上澄液2.0mlを試験管 T1， T 2及び T:1に
採り TIにインドフェノール溶液 l滴を混和して，液が微かにパラ色を呈した
ことを確かめた後 T1， T l及び T:1にメタリン酸ーチオ尿素溶液2.0mlずつを加
える.次いで Tl及び T1に 2，4-ジニトロフェニルヒドラジン溶j夜1.0mlずつ
を加え， 370Cで3時開放置した後 T:lと共に氷水中に浸潰する .氷冷下 T1， 
T 2及び T:!¥こ85%硫酸5.0mlを少しずつ加え，さらに T3には 2，4-ジニトロフエ




Ascorblc ocid Dehydrooscorbic oCld 2，3・Dike↑ogulonicocid 


















( Absorption 01 510 - 540 nm ) 
Chart 5-1 Principle of determination of ASA 
5 -2 -5 過酸化水素の定量法












-64 - 65 
5 -3 結果及び考察
5 -3 -1 モ適条件の検討
( a )中心金属の影響
評価法 Aに従い，ポルフィリンとして TPPSを用い， M-P rのASAの酸化触媒機能
について検討した.その結果を，般化型ASAのモ成率として ，Table 5-1に不し
た.生成率が高い程， M-Prの触媒活性が強いことを示している.
Table 5-1からわかるように， Co-TPPSrを用いると， ASAはほぼ完全に酸化さ
れ， Co-TPPSrが最も強い酸化触媒活性を示した .また， Mn-， Fe ーやCu-TPPSrも
比較的強い活性を示したが，Zn-， NiーやRh-TPPSrの活性は弱く，ポルフィリン
環の中心に金属を持たないH2-TPPSrは活件ー をぷさなかった .このように ，ASAに
対する酸佑触媒活性がホルフィリン環に配位している金属によって異なり ，コ
バルトが配位した場合に最も活性が強いことがわかった.












(No Resin) 3.8 
* Oxidized ASA (見 =( oxidized ASA ~ total ASA )xl00 





そこで，種々のコバルトポルフイリン固定化但体の活作を， pH 3， 5及び7に
おいて評価法 Bで検討した.その結果を， ASA残存率として， Table 5-1に示し




従って，以 ドの盃適条件の検討には，活性の高いCo-TPPSr，Co-TCPPr， Co 
TCPPg及びCo-TCPPsを用いた .
Table 5-11 Oxidative catalytic activity for ASA of M-Pr 
Unchanged ASA (見)
catalysis 3.0 5.0 7.0 (pH) 
Co-TPPSr 23.0 0.5 9.6 
Co-TCPPr 44.3 5.2 3. 1 
Co-TMPyPr 99.2 93.7 97.8 
Co-TCPPg 7.2 6.3 8.5 
Co-TCPPs 12.9 0.7 5.8 
-67 -




ほぽ完全にASAが酸30分の振とうで，Co-TPPSr及びCo-TCPPrを用いると，また ，ほぼ完全にASAを酸化した .pH 4以上で，Co-TPPSr及びCo-TCPPrは，
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Effect of pH Fig.5-2 
and Co-TCPPr 
incubated at 350C pH 5.0， 
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50mg， Co-Pr，g，s 
• : Co-TPPSr 
a t 350C 
o : Co-TCPPr， 
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Effect of the amount of Co-Pr，g，s Fig.5-5 Effect of incubation temperature 
ム:Co-TCPPg， • :Co-TCPPr and Co-TPPSr 




• : Co-TPPSr 
incubated for 30min. pH 5.0， 50mg， Co-Pr，g 
71 70 
100 繰り返し使芹jの彫響? ? ?????
Co-TPPSr，Co-TCPPr，Co-TCPPg及びCo-TCPPsが触媒として作則していることを確 ? ?
その結果をFig.5-6及び10固まで繰り返し使用について検討し，かめるために，
Co-TPPSr， ASAが酸化された後にここでの繰り返し使用とは 3Fig.5-7に示した. 《?
《洗浄後再使用することで
Co-TCPPg及びCo-TCPPsのみを系から回収し，Co-TCPPr， 






















Effect of repeated time of Co-TCCPg，s Fig.5-7 
口:Co-TCPPsand Fe-TMPyPr ム:Co-TCPPgand Fe-TMpyPr， 100 


















a t 350C 
Effect of repeated time of Co-Pr 
o :Co-TCPPr and Fe-TMPyP 
incubated for 30min. pH 5.0， 
Repeated 
72 
• :Co-TPPSr and Fe-TMpyPr， 
Co-Pr 50mg and Fe-TMPyPr 50mg， 
Fig.5-6 
Ca) FAB-MSによる酸化物の検討
ASA (7.6mgjml) 10mlにCo-TCPPg200mgとFe-TMPyPr300mgを加え， 350Cで5.5時
間振とうしたものを試料とし， グリセリン(G 1 y) をマトリックスとして用い，











Table 5-II1 FAB-HS data(m/z) of ASA， DHASA and DKGA 
M+H M+Na M+GLY+H M+GLY+Na 
ASA 177 199 269 291 
DHASA 267 289 
DKGA 285 307 
判ド not observed 
( b ) 生成する過般化水素の検討














285 DiketoQulonic aciQ.+Gly+H 
Table 5-IV HzOz amount in oxidizing ASA 
10 
Solid catalysis Formed H202 
O 










Fig.5-8 FAB-HS of oxidized ASA 
74 - ??? ー
( B)はASAを添加してから 5分後のスペ(A)はASAを添加する前のスヘクトル，過酸化水素量を測定し加えるASA量を変えて，
Co-TCPPgをHjいた場合に，また，



















3+ Co 喧 TPPSr
1242 1371 
、 ? ? ?
? ? ?
↑?








? ? ?ASA (J.Imol) 
Co2+-TPPSr 
+ Dithionite 
amount formed from ASA by treat皿entof Co-TCPPg HzOz Fig.5-9 
a t 350C incubated for 30min. pH 5.0， Co-TCPPg 25mg， 
の共鳴ラマンスヘクトルCo-TPPSr 5 -3 -4 
(cm-1j 1000 1200 1400 1600 
(457.9nm excitation) RRS of Co-TPPSr Fig.5-10 Co-TPPSrのアスコルビン
Mn-TPPSrのウリカーゼ燥機能を検討したのと同様に，
(A):before addition of ASA 
after addition of ASA 





(B) ( A) その結果をFig.5-10
酸オキシダーゼ様機能を知るために，
(RRS)を検討した.












1200 1400 1600 
(457.9nm excitation) RRS of Co-TPPSr Fig.5-11 
79 
after addition of ASA 
(B): treated with air bubbling after addition of ASA 
78 
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( Vitamin C 
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6 -1 緒 r1
臨床化学分析では，グルコースや尿酸など血清成分を， Chart 6-1に示すように ，
対応する酸化酵素により過酸化水素に変換し，ペルオキシダーゼを町いて定量す
る系が広く利用されている 40 4 8 ) この際，高濃度のアスコルヒン酸 (ASA)等の
還元物質が水素供与体となり，ペルオキシダ ーゼを用いる反応を阻害し ，負の妨
害を与えることが，近年特に問題になっている ，18 ) これは，近頃，健康や美符





いかと考え，本章での研究に着手した . その結果 ，血清グルコースや血清以椴の
定量の際に妨害となるASAの除去に ，コバルトボルフイリン固定化担体を利用でき
ることがわかった . 以下，これらの結果について詳しく述べる .
glucose oxidase 
Glucose + 02 + H20 > Gluconic acid + HzOz 
urlcase 
Uric acid + O2 + 2HzO > Allantoin + COz + HzOz 
今時2H202 4H20 
O 宮Phenol 







Chart 6-1 Determination of glucose and uric acid in serum 
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6 - 2 実験の部
6 -2 -1 試薬及び試料
( a )ポルフィリン，イオン交換樹脂，ガ ラスビーズ ，緩衝液は前章の方法で
調製したもの を用いた .
( b )標準血清は， Hyland Diagnostics社製 ControlSerum 1 (Lot No.8V2946) 
をそ のまま用いた .
( c )その他の試薬は試薬特級品を用い た.
6 -2 -2 装置
吸光度 ，振とう ，還流， pHの測定には ，前章と同じ装置を用いた .
6 -2 -3 ポルフィリン金属錯体回定化触媒の調製
( a )ポル フィリン金属錯体水溶液の調製
Co-TPPS ， Co-TCCP及びFe-TMPyPは第 l章と同じ方法で調製した .
( b )ポル フィリン金属錯体拘持樹脂の調製
Co-TPPSr及びFe-TMPyPrは，第 1章と同じ方法で調製した.
( c )ポルフィリン金属錯体固定化ガラス ビーズの調製
前章と同じ方法で調製した .
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6 -2 -4 尿般定量時のASAの影響とCo-TCPPgを用いた除去の評価法 6 -3 -1 疋階定量時におけるASAの影響とその除去
尿酸を含む液(0.3皿g/ml)1mlに緩衝液(pH5)2ml，還元型ASA溶液 O.1ml， Co-















たと考えられる. このように， Co-TCPPgのみをASAの除去に用いると ，負の妨害
(分析値の低下)を防ぐことができるが，逆に，正の妨害が現われた.
6 -2 -5 グルコース定量時のASAの影響とCo-TPPSrを用いた除去の評価法
グルコースを含む液 (2mg/ml)2mlに緩衝液(pH5) 2皿1，ASA溶液 1ml，Co-
TPPSr 50mg及びFe-TMP yPr 50mgを加え， 350Cで30分間振とうした後，上澄液 0.1
ml中のグルコースから，グルコースオキシターゼ法により過酸化水素を発生させ，
ペルオキシダーゼ， 4-Aminoantipyrine及びPhenolを用いて発色させ，日及光度法に











ズなどの性質も考慮しなければならない . 例えば， Co-TPPSrは担体が陰イオン交
換樹脂であるため， pH 5でも尿酸などのアニオン性物質を吸着する. そこで，本
章では，これら担体の性質を考慮して，尿酸を定量する際のASAの除去には，尿酸
を吸着しない Co-TCPPgを，またゲルコースを定量する際には，グルコースが中 J性





2 3 (μmol) 
ASA 
Fig.6-1 Influence of ASA and clearance of ASA by Co-TCPPg 
on uric acid determination 











れる. 従って， Co-TCPPg及びFe-TMpyPrを同時に用いると， ASA等の還元物質の除
去が効率ょくできることがわかった.















Co-TCPPg and Fe-TMPyPr 0.3 • 
Treatment wlth 
Co -TPPSr and Fe-TMPyPr 
0.2 0.2 
0.1 





25 (μmo/) 4 
O 
ASA 
Fig.6-2 Influence of ASA and clearance of ASA 
by Co-TCPPg and Fe-TMPyPr on uric acid determination 
Fig.6-3 Influence of ASA and clearance of ASA 
by Co-TPPSr and Fe-TMPyPr on glucose determination 
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6 -3 -3 市lilJ r:trの以般投びグルコースの定ほ
( 2 ) Determination of uric acid 






血清アルブミンにより妨害を受けるので ，除タンパク操作 49 )を行なった後，各々
にCo-TCPPg又はCo-TPPSrを適用してみた .




次に，この上澄液の尿酸及びグルコースを， Chart 6-2 (2)及び(3)に示す定量









350C， 30m i n .
〉 Supernatant** 
incubate 
Supernatant** 0.lm1 350C， 20m i n . Measure 
〉 abs. at 505nm 
Reagent sol. 本** 5.0ml incubate 
*** 4:1:1:1:1 mixture of pH 7.5 borate buffer， 7mg/m1 phenol， 0.5mg/m1 
4-aminoantipyrine， 10 U/ml peroxidase and 25 U/ml uric acid oxidase 
TPPSrを用いて前処理してから定量を行った. なお， Fe-TMpyPrを両方に加えた .
( 3 ) Determination of glucose 
( 1) Removal of serum protein 
Co-TPPSr 50mg 350C， 30min. 
Fe-TMPyPr 50mg 〉 Supernatant*本




1.0m1 I Centrifugation，30附 pm，10min
Supernatant牢* O. 1m 1 350C， 20min. Measure 
〉 abs. at 505nm 
Reagent sol.*** 5.0m1 incubate 
本本* 4:1:1:1:1 mixture of pH 7.5 borate buffer， 7mg/m1 pheno1， 0.5mg/皿l
4-aminoantipyrine， 10 U/m1 peroxidase and 25 U/皿1glucose oxidase 
Seru皿 2.0m1 I Vigorous shake for 10min. 











Chart 6-2 Hethods for determination of uric acid and glucose in serum 





















































?? ? no treatrnent 
Uric acid 3.99 rng/dl 3.70 rng/dl 
(norrnal :3.6"'4.0rng/dl) 
Glucose 
( n 0 r rna 1 : 86 "'9 7 rng/ d 1 ) 
89.4皿g/dl 87.6 rng/dl 







porphine固定化イオン交換樹脂( M-TPPSr， M = Mn3+， C03¥Fe3+， Cu2+ )や
M-tetrakis(1-methylpyridinium-4-yl)porphine固定化イオン交換樹脂( M-
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